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Titel: 

Verfahren und fader Anordnung zur Identifikation von fluoreszierenden, 
' lumineszierenden und/ oder absorbierenden Substanzen auf und/ oder in 
Probentragern, 

1. Einleitung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Anordnung fQr die identifikation 
ohemisch aktiver Substanzen die sich auf oder in Probentragern befinden. Durch die 
simultane Aufnahme kompletter Spektralbander erSffnen sich neue M5glichkeiten 
aktiver chemische Substanzen von faisch positiven StSrsignalen zu diskriminieren. 
Dies ist insbesondere bei Anwendungen die einen hohen Probendurchsatz erfordern 
(High Throughput Screening, Diagnostik) von groSer Bedeutung. 



1.1 Mikroplatten 

In der chemischen Analytik hat sich die Mikrotiterplatte als Standard Prbbentrager fQr 
die Anaiyse von Proben etabliert. Exemplare mit 96, 384 oder 1536 Vertiefungen 
(Wells) erlauben es eine entsprechende Anzahl von Proben simultan zu prapariern 
und zu analysieren. Das Format dieser Probentrager ist durch den sogennanten SBS 
Standard festgelegt (www.sbs.orcA 
1.2 Assays 

Neben dem Handling der Proben (Zugabe der Losungen, Mischen, Inkubation) ist die 

analyse der chemischen Reaktion ein wichtiger Punkt. Es gibt eine V.elzahl 
nterschiedlicher optischer Parameter die als Messgrofcen hier zur Anwendung 
kommen. Insbesondere in der pharmazeutischen Wirkstofforschung existieren e.ne 
Vielzahl unterschiedlicher Analyseprozeduren (Assays) . Als physikaiische 
MessgrSssen dienen zum Beispiel Fluoreszenzintensitat (FL), 
Fluoreszenzpolarisation (FP) , Fluoreszenz-Energietransfer (FRET), 
Fluoreszenzlebensdauer (FLD) Lumineszenz (LUM), Absorption (ABS) Eine 
Obersicht Qber unterschiedliche Assay Formate findet sich in "High Throughput 
Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Delvin, Marcel 
Dekker Inc. 1997 Kap. 15. Beispiele spezieller Assays sind in den Kap.teln 17, 18, 
19, 22, 23 und 24 beschrieben. 
1.3 Simultane Wlessung mehrerer Wellenlangen 




In einfachen Assays wind bei^r Wellenlange gemessen und ausge^rtet. Es gibt 
allerdings auch Formate in denen mehrere Wellenlangen zur Analyse notwendig 
sind. 

Ein Beispiel hierfOr sind: 
1. Ratio Imaging 

Die Reversible Interaktion mit dem spezifischen Bindungspartner (Liganden wie 
z.B.: Ca2+, Mg2+, H+) resultiert in einer spektralen Verschiebung der 
Fluoreszenzemission dieser Farbstoffe (lndo-1, SNARF; Molecular Probes Inc. 
Siehe Abb. 11b). Zu dem zu einem gegebenen Zeitpunkt im 
Beobachtungsvolumen gemessenen Emissionsspektrum tragen in der Regel zwei 
Zustande des Farbstoffs, FF (freier Farbstoff) und FB (Farbstoff mit gebundenem 
Liganden) (Abb. 1 1 a) bei, deren relative Anteile in einem gegebenen Volumen 
wiederum von der Aff.nitat zwischen Farbstoff und Ligand, beschrieben durch die 
Dissoziationskonstante (KD). gekennzeichnet ist Damit ist das Verhaltnis der 
Fluoreszenzen von FF und FB ein Mali filr die Konzentration des Liganden. 
FRET 

FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) ist der strahlungslose Transfer 
von Photonenenergie von einem angeregten Fluorophor (dem Donor) an einen 
anderen Fluorophor (den Akzeptor). Voraussetzung sind u.a. Oberlappungen der 
Donor-Emissions- und Akzeptor-Anregungsspektren und enge raumliche 
Assoziation von Donor und Akzeptor. In biomedizinischen Anwendungen wird der 
FRET-Effektz.B dazu genutzt lonen-oder Metabolitkonzentrationen (Ca2+, 
cAMP, cGMP) Oder andere z.B. liganden-abhangige Strukturveranderungen (z.B. 
Phosphorylierungszustand von Proteinen, Konformationsanderungen von DNA) 
zu bestimmen und zu verfolgen. Dies gelingt durch Kopplung der FRET-Partner, 
Donor und Akzeptor (z.B. die synthetischen Fluorochrome FITC und Rhodamin 
Oder die genetisch kodierten fluoreszierenden Proteine CFP und YFP) an ein • 
MolekUl, das durch die spezifische Interaktion mit dem zu beobachtenden lonen, 
Metaboliten oder Liganden Veranderungen in seiner Sekundarstruktur erfahrt 
(Beispiel Miyawaki et al.; Proc Natl Acad Sci USA 96, 2135-2140, (March 1999); 
siehe Abb 13) oder an je eines von zwei MolekQIen, die permanent oder in 
Abhangigkeit von Umgebungsbedingungen interagieren. Abb. 12 zeigt das 
Emissionsspektrum fur die FRET Partner fur unterschiedliche Abstande zwischen 
Donor und Akzeptor (a - gro&er Abstand kein FRET / b - kleiner Abstand FRET 






Wechselwirkung). In beidenFallen sind Unterschiede in den Anteft des freien 
und liganden-gebundenen FRET-Systems im Beobachtungsvolumen mit 
spektralen Unterschieden in der Fluoreszenzemission des FRET-Systems 
verbunden. Bei bevorzugter Anregung der Donorfluoreszenz drucken sich 
Zunahmen oder Abnahmen der Ligandenbindung in gegenlaufigen 
Veranderungen der Amplituden der Fluoreszenzemissionen der beiden FRET- 
Partner aus 

3. Homogenous Time Resolved Fluorescence 

Auch hier wird das Verhaltnis zweier Wellenlangen (hier 620 bzw 665 nm) fur die 
Messung des Signals verwendet eine Beschreibung findet sich in "High Throughput 
Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Deivin, Marcel 
Dekker Inc. 1997 Kap. 19 
I 

1.4 High Troughput Screening 

Als AusgangspunktfQr die Entwicklung eines neuen Medikamentes in der 
pharmazeutischen Wirkstofforschung wird eine chemisch aktive Substanz gesucht, 
die mit einem spezifischen biologischen Molekul interagiert. Diese Substanz dient 
dann der fur die weitere Optimierung bis hin zum Medikament. Der Nachweis der 
Interaktion erfolgt uber einen Assay, mit dem die Reaktion iiber ein physikalisch 
messbares Signal nachgewiesen werden kann. Im sogenannten primaren Screening 
werden unterschiedliche Substanzen (bis zu mehreren hunderttausend) im Assay 
auf ihre Aktivitat hin untersucht. Ziel ist es die Substanzen mit der gr6liten Aktivitat zu 
elektieren. Gemessen wird die Aktivitat nicht als absoluter Wert sonderri relativ zur 
Aktivitat einer bekannten Substanz die man als Standard oder auch 100% Kontrolle 
bezeichnet. Eine Ahnliche Vorgehensweise liegt auch in der Diagnostik vor - anstelle 
der Substanzen aus Substanzbibliotheken werden hier Patientenproben in eine 
Assay auf bestimmte Krankeitsparameter hin untersucht. 

1.5 Qualitat der Messwerte 

Wesentlich fur die oben beschriebenen Prozesse ist das die Messung stets auf eine 
Kontrollsubstanz bezogen wird. Urn Fehlergebnissse aufgrund von Veranderungen 
bei der Prozessfuhrung zu vermeiden, werden diese Kontrollen bei jedem Assay 
mitgemessen, z.B indem man einigen Wells der Mikroplatte diese Kontrollen zugibt . 



3 



Das gemessene Signal Wird auf folgende Weise in eine relative Signalstarke 
umgerechnet: 

Relatives Signal Substanz = (gemessenes Signal Substanz - gemessener 
Untergrund) / (gemessenes Signal Standard - gemessener Untergrund). 

Der Untergrund ist eine Messung des Signals in der Losung wenn keine Substanz 
Oder Kontrolle beigefQgt ist (Leermessung). Fur diese Leermessung gilt das gleiche 
wie fOr die Standards, daB sie bei jedem Assay bestimmt werden, z.B indem man 
entspechende Wells auf der Mikroplatte dafur verwendet. 

FDr die Praxis ist es erstrebenswert einen mogiichst groBen nutzbaren Mefibereich 
zwischen dem Untergrundsignal (welches die Nachweisgrenze definiert) und dem 
Signal der Kontrolle zu erzielen. Ein wesentliches Merkmal fQr die Qualitat eines 
.Assays ist die Spezifitat der Nachweisreaktion, Je spezifischer der Assay ist umso 
jLeniger falsch positiv / negative Resultate werden erzielt. Ein falsch positives Signal 
ist wenn das gemessene Signal positiv ist aber keine Reaktion stattfand. Dies kann 
z.B. bei einem FL Assay der Fall sein wenn die untersuchte Substanz 
Eigenfluoreszenz aufweist, oder bei einem ABS Assay wenn die Substanz farbig ist 
Ein falsch negatives Signal ist der Fall , wenn kein Signal gemessen wurde, aber 
eine Reaktion stattfand. Auch hier kSnnen die physio-chemischen Eigenschaften der 
einzelnen Proben die Ursache sein. 

1.6 Mikroplatten Reader 

Zur Detektion der physikalischen Messgro&en des Assays werden sogenannte 
Mikroplatten Reader verwendet. Diese Gerate sind von ihrem Aufbau Photometern 

Ibzw Fluorometern vergleichbar, die jeweils ein well in Durchlicht oder Auflicht 
beleuchten und den Messwert mittels eines lichtempfindlichen Sensors registrieren. 
Die Selektion des fur die Untersuchung spezifischen Welleniangenbereiches erfolgt 
mittels Farb oder Interferenzfiltern. FOr die simultane Detektion von mehreren 
Wellenlangen werden diese sequenzieil gemessen. Die zugehorige Wellenlange wird 
durch ein wahlbahres Bandpassfilter realisiert. Alternativ hierzu werden mehrere 
Detektoren verwendet bei denen ein dichromatischen Teilerspeigel jeweils den 
entsprechende Wellenlangenbereich pro Detektor selektiert (siehe in "High 
Throughput Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Delvin, 
Marcel Dekker inc. 1997 S. 357). Der Nachteil der obengenannten Methoden besteht 
darin das die Zahl der wahlbaren Detektionsbander und deren Bandbreite durch die 
verwendeten Filter vorgegeben ist und das Messungen von mehr als zwei 
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Wellenlangenbandern zeitauwendig werden. Insbesondere bei der Messung von 
Reaktionskinetiken ist eine kurze MeBzeit von Vorteil. Bei verschiedenen Farbstoffen 
mit Oberlappenden Wellenlangenbereichen muss nach dem Stand derTechnik die 
Bandbreite des Detektionsfilters sehr schmal gewahlt werden urn das Obersprechen 
der benachbarten Signalle mSglichst klein zu halten. Die Folge ist dass die Intensitat 
des detektierten Signals aufgrund der kleinen Bandbreite sehr gering ist. 
Zur freien Wahl der Anregungs und Emissionsbereiche gibt es auch Reader die mit 
einem Gittermonochromator versehen sind, der es je nach Anordnung ermbglicht die 
Weilenlange des Anregungs oder Emissionslichtes frei zu w§hlen. Mit diesen 
Anordnungen laBt sich pro Well ein Spektrum des detektierten Lichtes aufzeichnen. 
Allerdings 1st auch dieser Prozess sequenziell aufgrund des Scangvorganges des 
Monochromators 

\.7 Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens/ der Anordnung 

Das erfindungsgemaBen Verfahren besitzt gegeniiber den bisherigen Verfahren 
folgende Vorteile: 

Durch die erfindungsgemaBen Verfahren kSnnen die Anzahl der simultan 
einsetzbaren Farbstoffsignaturen, d.h. die Anzahl der simultan untersuchbaren 
Eigenschaften beispielsweise von Zellen erhoht werden. Bei sich stark 
Qberlappenden Spektralsignaturen der einzelnen Farbstoffe muB nach dem Stand 
der Technik der Welleniangenbereich zur getrennten Detektion der 
Fluoreszenzsignale einzelner Farbstoffe eingeschrankt werden. Dadurch verringert 
sich die Empfmdlichkeit der Detektion, d.h. zu einem erhfihten Rauschen der 
•etektoren, da h6here Verstarkungen genutzt werden. Dies wird durch die 
erfindungsgemaBen Verfahren verhindert. Weiterhin k6nnen nichtspezifische 
Fluoreszenzsignale, Autofluoreszenzen und Fluoreszenzen der MeBvorrichtung 
absepariert werden. 

Das Verfahren erlaubt es mehrere - auch spektral uberlappende.Emissionsbander 
zu definieren, die wahrend der Messung simultan aufgezeichnet werden 
Aufgrund der verwendeten spektralen Auflbsung lassen sich die spektralen Anteile 
des detektierten Lichtsignales uber einen groBen Welleniangenbereich ermitteln. 
Dies erlaubt Bestimmung der spektralen Signatur eines spezifischen Farbstoffes. 
Mischungen von mehreren Farbstoffen lassen sich an Hand der spektalen 
Signaturen unterscheiden. 



Bei jeder Messung werden die Signaturen der Kontrolle und des Untergrundes bei 
jedem Messabiauf mit ermittelt. Bei den gemessenen Probensignalen lafct sich so 
der spezifische Anteil des gemessenen Signales bestimmen. Unspezifische 
Beitrage, die zu falsch positiven oder negativen Resultaten fuhren werden dabei 
separiert. 

2 Beschreibung der Erfindung 

2.1 Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen 

Hintergrund des erfindungsgemalien Verfahrens ist eine spektral aufgespaltete 
Detektion des von der Probe emittierten Lichts, wobei ttber.verschiedenen 
Spektralkomponenten summiert wird. 
^Die besonderen Vorteile der Erfindung bestehen in: 
Der empfindliche Simultandetektion von FL Bandern 

- Einerflexibien Konfiguration der Detektionsbander 

- Der Schnellen Visualisierungsmoglichkeit der Assay - Resultate 

- Der mSglichen Diskriminierung von Beitragen aufgrund physio-chemischer 
Eigenschaften der Compounds bei der Mefcwertbildung 

2.2 Durchfuhrung des Verfahrens 
2.2.1 Definitonen 

Eine MTP definiert ein Koordinatensystem mit unterschiedlichen Probenorten 
(Koordinaten A1, A2, ...nach SBS Standard). Fig. . 7 zeigt ein Beispiel fur eine 96 
Well MTP Hier sind Wells der Koordinaten 1-12 bzw. A-H dargestellt, die vom 
^canningtisch Qber die X/Y Positionierung einzeln schnell und hochgenau 
angefahren werden. Die Koordinaten sind fQr die Zuordnung zu den gemessenen 
Proben wichtig . Bei dem erfindungsgemalien Gerat sind in der Ansteuerung des 
Scanningtisches die Koordinaten der genormten MTP vorgespeichet. 
Auch eine genaue x/ X Positionierung innerhalb eines Wells , hier als H12 
beispieihaft dargestellt, ist moglich. 

Bei Mehrfachmessungen innerhalb eines Probenortes erhalt man sogenannte Sub- 
Well Daten, die sich durch die gleiche Wellkoordinate aber eine zusatzliche 
Ortskoordinate auszeichnen, die die Position innerhalb eines Wells definiert. Die 
Analyse von Sub Welldaten ist von Bedeutung, wenn sich innerhalb eines Wells 
Inhomogenitaten im zu messenden Signal ergeben die sich mit Hilfe der AuflSsung 
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des verwendeten Systems detektieren lassen Diese Inhomogenitaten erlauben 
RQckschlusse auf SubPopulationen innerhalb einer untersuchten Gesamtheit (z.B. 
Zellkulturen oder Ensembles von Beads, o.a.) . Im folgenden wird auf die Analyse 
von diesn Sub Populationen nicht weiter eingegangen. Das erfindungsgemalie 
Verfahren schliesst diese Art der Analyse jedoch mit ein. 

Auf der MTP befinden sich Standardproben STD sowie Leerproben ( BLK), die weder 
STD noch zu untersuchende Substanzen enthalten, zur Ermittlung des 
Untergrundsignales. In den mit PRB gekennzeichneten Bereichen befinden sich die 
zu untersuchenden Proben 

2.2.2 Festlegung von Spektralregionen (SRI- Spectral Range of Interest) aus 
den Spektrum 

• Bei dem erfinungsgemafcen Verfahren wird in einem ersten Schritt ein Spektrum 
on der Kontrolle (STD) aufgezeichnet. Das Verfahren zur Aufzeichnung von 
Spekten und Spektralbereichen ist im Detail bei „Beschreibung der Detektionseinheit 
„ beschrieben. Das aufgezeichnete Spektrum wird dem Benutzer am Kontroll PC 
graphisch angezeigt, Nach Aufnahme eines Spektrums in der oben geschilderten 
Weise kann der Nutzer aus den gesamten Spektrum die fur die Untersuchung 
reievanten interessierenden Spektralbereiche (SRI - Spectral Region of Interest ) 
selektieren. Dieser Prozess wird einmal zu Beginn eines Experiments getan. Im 
weiteren werden die Messungen mit den festgelegten SRIs durchgefuhrt. 

Die Einstellung der SRI durch den Nutzer kann beispielsweise wie folgt 
geschehen (ABB. 10): Wenn mehr als ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet wird, so 

•kann entweder ein Standard alle Fluoreszenzfarbstoffe enthalten, oder es gibt 
hehrere Standards, die jeweils einen Farbstoff enthalten. Im letzteren Fall erfolgt die 
Festlegung der SRIs fur jeden Standard einzeln. Im folgenden Bespiel sind 4 
Farbstoffe in einem STD well vorhanden. Nach der Aufnahme eines Spektralscans 
unter Verwendung aller hotwendigen Anregungsbander (A1-A4) konnen 
Summenkanale zwischen den einzelnen Anregungsbandern gebildet werden :E1 bis 
E4. gemafc Fig.10 bis zur maximalen Emissionswellenlange. Diese Summenkanale 
entsprechen Teilen der Fluoreszenzbander der einzelnen Farbstoffe. Im Falle von 
Farbstoffen mit stark Oberlagernden Emissionsbandern lasst sich auf diese Weise 
nur ein Teil des spektralen Signals nutzen. Je nach Wahl der Bandbreite fur die 
Summation des Emissionslicht hat dies zur Folge das die Empfindlichkeit gering ist 
oder die Spezifitat fur einen Farbstoff nicht ausreicht. Eine Weiterentwicklung des 




erfindungsgemassen Verfahrens zur Diskriminierung von stark Qberlagenden 
Fluoreszenz wird weiter unten beschrieben. 

Neben .einer manuellen Einstellung der Detektionsbander ist auch eine 
automatisier Bestimmung der Detektionsbander indem jeweils von jede einzelne FL 
Komponente als Referenz in einem MTP well ein Spektrum gemessen wird und die 
Spektralkomponenten die uber der Komparatorschwelle liegen und nicht das 
Anregungsband der Lichtquelle darstellen fur die Detektion ausgewahlt werden In 
einem 2. Verfahren zur Einstellung der verschiedenen SRIs erfolgt eine Vermessung 
des Fluoreszenzschwerpunktes Hierzu werden im Detektor alle Einzelkanale, die mit 
Anregungslicht bestrahlt werden abgeschalten. Jede SRI besitzt aufgrund der 
veranderten Emissionseigenschaften der jeweils verwendeten Farbstoffe einen 
pharakteristischen Fluoreszenzschwerpunkt. 

Somit k6nnen die verschiedenen SRIs durch die Lage des charakteristischen 
Farbschwerpunktes unterschieden und getrennt sichtbar gemacht werden. 

Im AnschluB erfolgt wiederum eine spezifisch den Farbstoffeigenschaften 
angepalite Einstellung der Summenkanale.fur die einzelen SRIs. 
Zusatzlich sind beliebige Einzelkanale auch durch den Nutzer abschaltbar. Dies ist 
besonders zur Unterdruckung einer oder mehrerer Anregungbander sinnvoll. 



2.2.3 Verrechnung der Messwerte mit Standard und Blank 

Bei dem erfindungsgemafcen Verfahren werden die Messwerte nicht als Absolutwerte 

Ifermittelt und dargestellt. Die zu bestimmende Gro&e ist vielmehr die Intensitat eines 
gemessenen Signals relativ zu einer bekannten Referenzprobe und einer Leerprobe. 
Standard ( STD) und Blanks ( BLK) sind festgelegt durch Plattenlayout oder 
Verwendung von Kalibrier / Referenzplatten zwischen den Assay Plates. Jedem 
Messwert ist ein Satz von Standard / Blanks zugeordnet. Wir definieren im weiteren 
als Assay Intensitaten, die Messgrofie, welche sich durch Verrechnung von 
gemessenen Intensitaten ergibt. Ein alternatives Verfahren zur Bestimmung der 
Assay Intensitaten, das die spektrale Signatur von gemessener Probe und Referenz 
berQcksichtigt ist weiter unten beschrieben 

Die oben erwahnten SRI werden vorher anhand der Standards ( STD ) festgelegt. 
Definition: Assay-lntensitaten = (PRB-BLK) / (STD-BLK). STD, PRB, BLK konnen 
Einzelmessungen oder Mittelwerte aus Mehrfachmessungen darstellen 
8 — — 




2 24 Simultane Messung mehrerer SRIs 

. " Pin 8 1st ein MeB- und Berechnungsablauf schematisch dargestellt. 

,n Fig. 8 .st em Me* festgelegt. Das Verfahren hierzu ist 

Zu Beginn des Experiments werden die skis resxg y 

„nter Festlequng von Spektralregionen" beschrieben. 

unter ..Festlegung w Messwerte in den einzelnen Wells 

STD und BLK verrechnet 

^ « pp daraestellt und / Oder abgespeichert 

FRET-Partner durch Definition von SRis mil den entspreohenden STD Proben m 
^abe oben) Kann das Verbis von Donor und AKzeptorermssron — n 
gemessen werden. 
2.2.5 Unmixing 

Si beaten. D,a Anaiy se - '^£££££1 

STSCr* ^ Ana-yaa banyan Referenzspettren die das 
318, (July 2001)). Die » beschrei ben, werden aus den 

Fluoreszenzspektrum eines einzelnen Farbstorrs o 
Kontroiien (STD siehe Abb. 7) ermittelt, die sioh auf dar MTP befinden. 




Bei einer qualitaUven AnalyTertCgt eine Klassffizierung, d.h. A We,, ^ 
f e l» nur dar Farbstoff, dar dan gtfaten Bettrag zum gesamten von dar Probe 
Fluoreszenzslgnals erzeugt, zugeortnet Ve^nde, werten = 
Airmen wie ,B. e,na pdnCpa, component ana*s,s (PC* >< 
Princ/pal Component Ana/ysis, Springar-Vedag, New York, 1986.). D,ase Art 
lo— edaubt e,ne Darate„ung der Messwerte auf dam Kontro,, PC m Form 

Lden. Diase Derating edaubt ba, dar Ana,ysa von (sub-) we,, 
Kobkalisaflon von Farbstoffan am gleichen Ort innerhalb e.nes Wells 
2.2.6 Unmixing mit STD und BLK 

ln Fig.9 is, daa unmixing nacb zwe, Komponenten in Detail schemata 

' dar9 FWedaMikrop,attawerden,n dan Weils die Spektralwerte bestimmt 

B el d e n STD und BLK -Wells ertolgt eine Mitteiwedbildung falls gle,onar,,ge 

Proben vorhanden sind inmivinn 
Untar Verwendung von STD erfolgt dann .Or ,ade Probe e,n speidra e Unm x n 
nacb zwei Komponenten. Daraus reeumert ein Datansatzes da den sp^schan 
Antail SP (= STD-Komponente) und dan unspezifischem Ante,, US ( -Staulicht, 

•nmixing zu Detektion von WL Shifts 
Eine weitere Anwendung der Unmixing Varfabnan iiegt bei raUometdacban Verfa ran, 
Ln sicb das Emissionsspektrum des Farbstoffea in Abh.ngike,, von verb denen 
10 nenkonzen«ra«onen Oder durcb raumiiche Nabe zu einam B^ungspadnar 
verandert. Anata„e die Intensitat in zwai scbmaien Weileniangen bereichen zu 
bestimmen und den Quotienten zu bilden least sich das Verhaltnls be.der 
" mplntendurcbUnm^g barmen. Dcr vodail der Metboda lieg ,n em 

Umld, das man ein wesentllcb stores Signal fur dia 

Spaktralbareicb berucks,cb,ig,wird)verwende,. Dar untarscha.d zum .Unm«mg m,t 
STD und BLK" is, das man zwei STD a,a Refarenz varwende, d,e .awe * 
Extramweda des S P ek,rums (gabunden vs frai, bzw ionenra,cb vs ronenarm) 
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re prasen«ieren. Das UnmbdngTfert dann auch 3 Komponenfen 2 spSsche (zu 
den jeweiligen STDs) und die unspezifische Komponente. 



2.3 BeschrelbungderAnordnung 

to Fig. 1 sind sohematlsch die wlchtlgsten Elements der Erfindung ale 
Blockechaitbild dargesteHt. brttarfg- 

le welieniangenselekttven Eiementes WS aue einer breitband gen Ucbtgueiie LQ 

•kelektiert und einer Abblldungsoptik BO in die Probe fokuseiert (1b). 
L it n mngenseieKtion kann z,B. mi, geeigneten FMern, Prismen, die— n 
' Wgein Oder auch Kombinattonen diese Elemente erfoigen. Aiternatrv h.erzu 
Iind3ochrornat,sohe UcMgueiien mdgiich. Beiepieie sind Muitiiine Laser Oder d,e 

Kombina«on.nze^ 
Wellenlangenselektion beispielsweise mitteis auipu 



Bemlszenzdete^on ,F,g.1b, o) wie aucb sinngema* be, Pig. 1 a und c « den 
^sorptions*., wird das Emissionsiich, mit Hiife einee Eiemen.es - — der 
Anregungssttahiung von der detektierten Sttahlung -wie z.B e,nem d,chr 01 Uschen 
Strahlteller- vom Anregungslioht abgespalten. 
Aei Durchlichtanordnungen z.B fur Absorp.ionsmessungen und auch be. 
^umineszenzmessungen (LUM) kann ein deramges Element auc vol„g entfallen. 
Das Licht der Probe wird mit Hilfe einer abbildenden Optik DO aut e,n 
w ^ngendispersives Eiement abgebiidet. Mi, Hiife dieses dispersiven Elemente 
« wird das Lion, in seine Spektralanteile zerleg,. Ais wink e ldispere,ve Elemente 
klmen beispielsweise Prismen, Sitter und akus,o - optische Elements ,n Fraga 
Horn dispersiven Elemen, in seine spektraien Komponertten U* 
wird im Anschlu* au, einen Mehrkanal- Zellendetektor DE abgeMdet D*ser 
Zeilendetektor DE mil* also das Emissionssignal in Abhangtgkett von der 
Wellenlange und wandel, dies in elekttisohe Signale S urn. Mil H.lfe e,nes 
Td ngsgemaaen. im toigenden naher ed^eden Binningverfahrens erfoig, e,n 




Zasammenschalten van einzeTn Kanaien, d.h. eine Summation Obe^nzelne 
" SSrrL^no.e.n— rz.Un—der 
Anregangswellenlangen vergesehaltet warden. 

Abb 2 zelgt ein AusfOhnmgsbeispiel der Gasamtanordnung 

Pin Prebentrager PT halt eine Proba P , hiar aina Mikrotttarplatta and .st 

STJirSr «P van unten damb die Cardan dat einzatnan 

FRIzurlntensitatssteuerungUberGraufllterunar^^ . Q 

Ober Anregungsfiler sawia alnan d.ohroiUsahan Stranlteiler DST and m , Ob^vO 
n a Praban P ga,angt. Das van dan ieweiiigen Proban kommende Ucht 9 a,angt 
Jl dan Strahller DST hindurch Obar aina Dataktionsaptik DO au, a,nan 

O^rstrahltanar ST2 wird ain Tail das Balauohtungsliobtas zu ainar 
ManitardiodaMDzurObarwaohungdarUsarleistungaasgakappalt. 

Tkl pro Praba ( im Wall dar MTP) aina Messang arfalgan odar auob mebrera 

Messungen in einem Well. ,. Q _ 7 WP > c k 

_Die Praban P im Prebentrager PT wardan saguantial, 

£ Z der Prebentrager PT mit Probe mit einem Scanningtisoh T Ober ,e o t e 
"nordnung bewegt. Eine alternative AusfDbrnng ware dass d,e Probe s,eh fest, 
Tern HaL be/ndet and slab die optisabe Anardnang mltteis eines xy Saanners 
relativ zum Probentrager bewegt. a 
Abb 2 ist ain AusfObrengsbeispie, far Raoreszenz and Lumineszenzmessang Abb. 3 
ein Beispiel far Abserptionsmessungen 
Hier ist die Detektoranordnang DE Doer der Probe angeordnet. 
S : e Strangers DST 1st bier beispieisweise ain Spie S e, SP vorgesenen, aber 
den das Beleaobtangsliob. seitliah in Riabtung der MTP e.ngekeppe.t w,rd. 
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Zumindest der Detektor und dTAnsteuerung des Scanning- Tisches^ mit einem 
PC verbunden, der mit weiteren Einstell- .oder Auswertelementen verbunden se.n 

kann. ... 
Zus Detektionsanordnung DE kann elne Auswerteanordnung gehoren, «ne s.e m 

Folgenden , insbes. Anhand Fig. 5 und 6, datailliart dargestellt 1st. 
2.3.1 Beschreibung der Detektionseinhelt 

Elne mdgliche Ausfuhrungsform des optischen Strahlenganges der in Abb. 1 im 
Blockschaltbild gezeigten Detektorelnheit ist in Abb, 4 dargesteilt Der Aufbau 
beschreibtim wesentliohan einen Carny Turner Aufbau. Das Licht L der Probe wtrd 
m ,t der Detektionsoptik D01 , die das parallele Licht dar DO in Fig. 2,3 aufn.mmt 
fokussiart Eine Staullchtblande SB kann verwendet warden ist aber nicht unbad,ngt 

ot^abblldende Spiegel M2 kollimiert das Fluoreszenzlicht. AnschlieBend Hit 
das Licht auf ein Liniengitter G, belspielsweise ein Gitter mit einar Linienzahl von 
651 Linian pro mm Das Gitter beugt das Licht entsprechand seiner Wellenlange ,n 
verschiadene Richtungan. Dar zweite abblldende Spiegel M1 fokussiart die einzelnen 
spektral aufgespaltenen Wellenlangenantelle auf die entsprechenden Kanale des 
Zeilendetektors DE . Besonders vorteiihaft ist der Einsatz einas Zeilen-Sekundar- 
elektronenvarvialfachars dar Firma Hamamatsu H7260. Der Detektor besrtzt 32 
Kanale und eine hohe Empflndlichkeit. Der freie Spektralberaich der oben 
beschriebenen AusfOhrungsform betragt etwa 350 nm. Dar freia Spektralbareich w,rd 
in diesar Anordnung glaichmaRig auf die 32 Kanale das Zailendetektors «M 
rodurch sich aina optlsche Auflosung von etwa. 10 nm ergibt. Somit ist d.ese 
anordnung nur badingt zur Spektrcskopie gaeignat. Jedoch ist ihr Einsatz in einem 
echnellen Screening System vorteilhaft, da das Signal pro Datektionskanal aufgmnd 
des relativ breiten datektiarten Spektralbandes noch ralativ groB ist Eine 
Verschiabung des freien Spektralbaraiches kenn zusatdlch durch eine Vardrahung 
urn phi beiapielswaisa des Gittera arfolgan und/odar durch eine Verschiebung des 
Zeilenempfangers in Richtung der Wellenlangenaufspaltung urn dl (siaha Abb. 4). 

in dan oben baschriebenan AusfOhrungsform(en) detektiert jedar Bnzelkanal 
vorteilhaft ein Spektralband das Emissionsspaktrums mit einar spektralen Brete von 
ca 10 nm. Die Emission der for die Analyse relevanten Farbstoffe erstreckt *ch 
jedoch Ober einen Wellenlangenbereich von mehreran 100 nm. Deshalb erfolgt ,n der 
erflndungsgemaRen Anordnung elne Summation der Einzelkanale entsprechend der 
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' • Fluo reszenzbander der verwXen Farbstoffe. Hierzu wird .m ersteTSchritt sin so 
Fluoreszen^u wofindiichen Referenzprobe, der die 

ssr r D rr — so e^ dem « 

der Spektralkomponenten der einzelnen Farbstoffe, d.e 

p rt^,rc n t ^ ~* - — *■* ' - 

Oeflnlrdern (E—andem, zusan^enfessen - — ^ 
-„ aN der Summationsbreiebe kann baisp.alswe.se duroh d,a Da^ung d 
rier Probe in den Bnzelkanalen in einem Histogram™ erfolgen. Das 

* * der ,n r :z 

rS-n Farbstoffe. Diese ■^J^"^ 

Verwendung des oben bascbriebenen 32 Kanaldetektors a,ne Summon uber 
^ Kanaie. Das Ausiesen der gesamten N=32 Kana. ^ 
Scbrttten wobei das Summa.ionsfens.er urn jeweils einen Bnzelkanal (LM *41> 
'ttben wird. Abb. 5 zeig. scbematisob ieweiis in einer Zeiie die vers^ed nen 

' einzlen Spektlerte eingebt. ,m andaren Fa., wird jeder De.e«o*anal nur«rrf 
itJ ausgeiesen. ,m Foigenden wird beschrieben wie sicb aus £ Summen 
Ober die Defektorkanaie die einzelnen Spektraiwerte wieder — iaa-n ■ 

Die gemessenen Signaie der Einzelkanaie warden mit %j (,n Abb. 5 ais Biocka 
aargesteii.) bezeicbnet, wobe, k~ 1..Ndte Kanainummer und J - 0..n-1 die V.~ 
. , / einH rant das Sianal am Rand des Detektors ntcht ab, so kann 

Hor Vprsch ebuna L/n sind. Faiit aas oiyiwsi am 

I in tb 5 greu darges.* der ietzte Einzeikana, des Detoktors so abgedeokt 
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(ausgeblendet) werden, dassTuV eine Breite von L/n zur Messung^r Verfugung 
stent Dies ist zur Vermeidung von Artefakten bei der Berechnung notwend.g. 

Zur Berechnung der N mal n Spektralwerte S m werden nun Differenzen von 
Summen uber Einzelkanale nach folgendem Algorithmus gebildet: 



1=1 (=i 



4 W' 

^^^^^^ 



r * & l 

M f«2 



JV-1 



f N am 



f JV-1 AM ^2 



Stf./i-w ~~ C N>0 ~ C N,0 
i 
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Die so berechneten Spektralwerte S (Zwischenwerte) konnen 1m AnschluS 
graphisch auf dem angezeigten Bild, z.B. wahrend eines Spektralscans dargestellt 
werden. 

Die Summation uber verschiedene Einzelkanale und damit die Messung der c kJ 
ist in Abb. 6 schematised dargestellt. Die Signale der Einzelkanale werden hierbei 
wiederum mit einem Verstarker A in Spannungssignale transformiert. Anschlieliend 
werden die einzelnen Spannungssignale in einem Integrator I wahrend der 
Pixelverweilzeit aufintegriert. 

2.3.2 Simultane Aufnahme der vorgewShlten Spektralregionen 

Die Berechnung der Emissionsbander kann digital oder auch analog erfolgen. 
^Beide Anordnungen werden im folgenden naher beschrieben. Eine Anordnung zur 
ligitalen Berechnung des Summensignals ist in AbfcvJA schematise*! dargestellt. 
Hierbei wird der an den Anoden eines Mehrkanal-PMT fliefcende Strom, jeweils durch 
den ersten Amplifier A (als Strom-Spannungswandler geschaltet) in eine Spannung 
gewandelt und verstarkt. Die Spannung wird einem Integrator I zugefiihrt der Uber 
eine entsprechende Zeit (z.B. Pixelverweilzeit) das Signal integriert. 

Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein Komparator K 
nachgeschaitet werden, der als einfacher Komparator eine Schaltschwelle hat, die 
bei Gberschreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt oder der als 
Fensterkomparator ausgebildet ist und dann ein digitales Ausgangssignal bildet, 
wenn sich das Eingangssignal zwischen der oberen und unteren Schaltschwelle 
.befindet oder wenn das Eingangssignal aufcerhalb (unter oder uber) den 
\haltschwellen liegt. Die Anordnung des Komparators bzw. des 
Fensterkomparators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach erfolgen. 
Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so genannte Verstarkermode) sind 
ebenfalls denkbar. Bei der Anordnung im Verstarkermode ist weiterhin der 
Komparator K auch nach entsprechender Pegelanpassung vorhanden. Der Ausgang 
des Komparators K dient als Steuersignal fDr ein Switch-Register SR , das direkt die 
aktiven Kanale schaltet (online) oder der Zustand wird dem Computer Uber eine 
zusatziiche Verbindung V mitgeteilt, urn eine individuelle Auswahl der aktiven Kanale 
zu treffen (off-line). Das Ausgangssignal des Switch-Registers SRwird direkt einem 
weiteren Verstarker A1 zur Pegelanpassung, fur die nachfolgende A/D-Wandlung 
AD zugefOhrt. Die AD gewandelten Werte werden Uber geeignete Datenubertragung 
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an ainan Racbnar (PC ode^igital-Signal-Prozassor DSP) * «>° 

Berechnung des /der Summensignale(s) durchfflhrt. 

Bn auf analogar Datenverarbaitung basisrandas Aquivalant dar Anordnung in 
Abb 6A is. in Abfc_6 dargastalit. Dia Signala dar Einzalkanale warden hierbe, 
^m mit einam Verstarkar A in Spannungssignaia transformiert. "-H*"* 
wardan die einzalnan Spannungaaignala in ainam Intagrator i wanrand. dar 

Pixelverweilzeit aufintegriert. . • 

Dam intagrator naohgesohaltet ist ain Komparator K dar ainan Vargla,oh das 
aufintegrierten Signals mit einem Referenzsignal durchfuhrt 
- F J. das auflntegnerte Signal klainer als dia Komparatorsohweile 1st, so wurda ,n 
^dam antspraohandan Einzalkanal kain odar ain zu kiainaa Fluoraszanzs.gnal 
fijalasan in ainam solchan Fal.a so,, das Signal das Bnzelkanals n.oht we, a 
^verarbeUet wardan, da diaaar Kanal nur ainan Rausohantail zum ^.gna 
beiWgt. Dar Komparator betabgt in ainam soichan Faila Cbar SR ainan S<*a«e und 
dar Einzelkana, wird fflr dan garada gamasaanan Pixel ausgaaohaltan. M,t H Ifa dar 
Komparatoran in Kombination mit dan Sohaltam wird also automata dar fur dan 
garada gamassenen Bildpunkt relavanta Spektralbaraioh ausgewahlt. 

,m AnsohluB kann daa intagriarta Spannungssignal dar Einzalkanala mit ainam 
mft dam SwitctvRegister SR varbundanan Demuitiplexer MPX mi ^.edene 
Summanpunkta durob das Ragistar Rag1 gasohaltat wardan In Abb^ s,nd 8 

(ansohiadana Summanpunkta SP aingazaiohnat. Dia Stauarung das Renters Regl 
irfoigt durob aina Stauarlaitung VI vom Rachnar. Jawalla ain Summenpunkt SP 
oildet iawails ainan Tail das Summationaverstarkere SV. dar dia Summabon dar 
angaJahltan Einzalkanala durenfOhrt insgasamt sind in AbJ^ 8 Summanvarsta ker 
SV dargastalit. Dia Summansignala wardan im AnsohluB mit iawails amarn Analog- 
Digital-Wandiar in digitale Signala umgawandalt und vom Computer Oder DSP 
wlrvemrbeitet Dia Summenverstarker SV kdnnen auoh mit ainar v-ndari.ohan 
nichfflnaaran Kannlinia batriaban. In ainar waitaran Anordnung (dlgitala te« 
m und analoga Detekton inaoh^) erfolgt aina Manipulation bzw Varzarrung 
* Eingangssignala dar Einzeidetektionskanttie durch: aina Va— * 
Verstarkung von (A), aina Varandarung dar ,n*egra«onsze,ten von (I), durch « 
Einspaisan ainas zusatz,iohen Offsats vor dam Integrator und/odar duroh a,na 
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digitale Beeinflufcung der gezahlten Photonen bei einer Photonenzahlahordnung. 
Beide Methoden konnen auch beliebig miteinander kombiniert werden. 

Eine Anderung des Summationsmusters durch V1 kann bildweise nach der 
Aufnahme oder wahrend des Scannens eines Bildpunktes / Probenpunktes bzw. 
einer Bildzeile / -spalte erfolgen. Die Anfordungen an die Schaltgeschwindigkeit des 
MPX hangen von der Art der Einstellung ab. Erfolgt beispieisweise eine 
bildpunktweise Einstellung so muS der Scan innerhalb der Integrationszeit fQr diesen 
Bildpunkt erfolgen (also in einigen Mikrosekunden). Erfolgt die Einstellung bildwe.se 
so mull die Scan innerhalb von einigen Millisekungen bis Sekunden erfolgen. 

Die Berechnung der Signale der Einzelkanale erfolgt mit dem oben 
beschriebenen Algorithmus unter Verwendung der c kJ . 

Mit der erfindungsgemaGen Anordnung ist ein schneller Wechsel der 
uetektionsbander fur Multitracking - Anwendungen. d.h. IQr einen Wechsel der 
Bestrahlungswellenlange und/ oder Intensity wahrend der Messung mOglich. Der 
Wechsel kann in einem Zeitraum von einigen ps. Dadurch ist beispieisweise auch d.e 
Untersuchung einund der selben Probenstelle mit unterschiedlichen 
Detektionsbandern moglich. Messungen, die schnelle Wechsel des Anregungslichtes 
durch. Polychomatoren oder Laser mit AOF erfordern lessen sich durch d.esen 
schnellen Wechsel der Detektionsbander realisieren 

Die Anordnung nach Abb^6 hat gegenOber Anordnung nach Abb. 6A mehrere 
Vorteile Der auffalligste Vorteil ist, dass lediglich die Summenkanale (also d,e 
)etektionsbander der verwendeten Farbstoffe) in digitale Daten gewandelt und an 
Jen Computer gesendet werden mussen. Dadurch werden die vom Computer zu 
verarbeitenden Datenraten minimiert. Dies ist besonders wichtig bei der Anwendung 
des Verfahrens bei schnellen Kinetiken im ms Bereich, urn die extrem schneil 
ablaufenden dynamischen Prozesse registrieren zu konnen. Beim Einsatz d.eses 
Verfahrens sind weiterhin keine Grenzen an die Anzahl der Einzelkanale des 
verwendeten Zeilendetektor und damit an die Grofce des detektierbaren 
Spektralbereiches und/oder die spektrale AuflSsung des Spektralsensors gesetzt. 

Weiterhin sind bei der in Abb. 6A dargestellten Vorrichtung die zu wandelnden 
Signalpegel wesentlich kleiner. Dadurch ist das zu erwartende Signal zu 
Rauschverhaltnis geringer. 
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In den beide oben beschriebenen Anordnungen wurde vorzugsweise eine 
lntegratorschaltung zur Detektion der Einzelkanalsignale verwendet. 
Uneingeschrankt kann jedoch auch eine Photonenzahlung in den Einzelkanalen 
erfolgen und die Photonenzahlen addiert werden.. 
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PatentansprUche 



1. 

Verfahren und /oder Anordnung 

zur Identifier, von fluoreszierenden, lumineszierenden und/ Oder absortaerenden 
Substanzen auf und/ Oder in Probentragern, insbesondere mit hohem 
Probendurchsatz beim Probensoreening und /Oder in der Diagnostik , vorzugswe.se 
bei der Anaiyse von Proben in Mikrotiterplatten ( MTP), wobei eine spektrale 
Aufspaltung des Probenlioh.es sowie eine Detektion in mehreren Detektionskanale 
krfolgt 

und for mindestens einen Teil der Detektionskanale mindestens erne 
Summation und / oder Zusammenfuhrung der Signale der Einzelkanaie erfolgt. 



2. 

Verfahren und /Oder Anordnung nachAnspruohl, - 
wobei auf dem ProbentrSger neben zu untersuohenden Substanzen ( PRB) 
m ,ndestens eine Standardprobe ( STD) und / oder mindestens eine Leerprobe ( BLK) 
angeordnet sind 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem der vorangehenden AneprDohe 
Aobei in einem ersten Schritt ein Spektrum mindestens einer Standardprobe ( STD) 
^^aufgenommen wird 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem der vorangehenden Ansprilche , 
wobei automatisoh oder dutch Elngabemittel, vorzugsweise anhand gemessener 
Standardspektren, interessierende Spektralbereiohe ( SRI) festgelegt werden, ,n 
denen eine Messung erfolgt 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprQche , 
wobei die Detektionskanale mindestens eines interessierenden 
Spektralbereiches ( SRI) summiert werden 
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Verfahren und / oder Anordnung naoh einem dar vorangehenden AnsprOohe , 
w Cna VerSnderung dar Bereiehe — ar —Kanale und, odar a,n 
- Abschaltan einzelner Detektionskanale odar Kanalgmppan arfolgt. 



Verfahren und , odar Anordnung nach ainam dar vorangehenden AnsprOoha , 
wobei aina ra.at.va Signalintensitat dar Substanz aus dan, Quot,,enten 

(PRB-BLK) , (STD-BLK) ermitteit wird, 
mit PRB : gemessenes Signal dar Substanz 
STD: gemessenes Signal Standardprobe 
BLK: Gemessenes S9igan Untergrung ( Leerprobe). 

Verfahren und /.Oder Anondnung naoh elnem der vomngehenden AnsprOche 
2I£ STD und / Oder BLK eine Mitte,we rt b„dung Ober mehrere Proben erfoigt 

Verfahren und / Oder Anordnung naoh einem der vorangehenden AnsprOohe 
Ibe, fur mindestens e.ne Substanz anhand von Standardproben-e.n speKtra.es 
unmixing naoh mindestens zwe. Komponenten erfolgt 

Verfahren und , Oder Anordnung naoh einem der vorangehenden AnsprOohe 
^eiloh unmixing das Verhaitnis mindestens zweier Komponenten geb,,det w,rd 

erfahren und / Oder Anordnung naoh einem der vorangehenden AnsprOohe 
«2L disperse Bemant, vorzugsweise ain Sitter Oder Prisma sow,e airre ,n 
mindestens eine Riohtung ortsauflbsende Empfangeranordnung vorgesehen ,st 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem dar vorangehenden AnsprOohe , 
wobai die Empfangeranordnung ein Zeilendetektor ist 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem dar vorangehenden AnsprOohe , 
wobei der Zeilendetektor ein Mehrkanal - PMT ist 




Verfahren und / Oder Anordnung naoh einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei eine spektrale Wiohtung zwisohen mehreren Detektionskanalen , eine 
Summation dar gewiehteten Kanale dar Signale dar Detektionskanale sow,e erne 
Summation der Detektionskanale erfolgt 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem der vorangehenden Anspruehe , 
wobei die Wichtungskurve eine Gerade 1st 

Verfahren und / odar Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprtlehe 

•wobei Signale von Datekflonskanaian gewandei. und digita. ausga.esan werdan und 
|b Wiohtung und Summation digital in einem Reohner erfolgt. 

vLhren und / Oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnspriJohe , 
wobei die Wiohtung und Summation mit analoger Datenvererbeitung mittels e.ner 
Widerstandskaskade erfolgt 

Verfahren und / oder Anordnung naoh einem der vorangehenden Anspruehe , 
wobei die Widerstande einstellbar sind 
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Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruehe , 
wobei die Wichtungskurve einstellbar ist 
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